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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Elektrochemischer Einwegbiosensor fur die quantitative Bestimmung von Analytkonzentrationen in 
Flussigkeiten 

@ Die Erfindung betrifft einen Einwegbiosensor, umfas- 
send ein Trager mate rial (1), auf dem elektrische Leiter- 
bahnen (2) sowie ein Elektrodensystem, umfassend eine 
Gegenelektrode {6) und eine aus einer Reaklionsschicht 
gebildete Arbeitselektrode (5) aufgebracht sind, eine di- 
elektrische Isolatorschicht (3), welcne das Trager mate rial 
(1) sowie die elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und 
Aussparungen fur die Kontaktierung |4) einer Potentio- 
slateinheit und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie. 
eine analyterkennnde Bioko mponente. Die Reaktions- 
schicht des erfindungsgemafcen Einwegbiosensors ent- 
halt nebcn einem elektronenleitenden Material einen 
leicht sublimicrenden Elektronentransfermediator. Das 
Elektrodensystem des erfindungsgemaBen Biosensors ist 
von einer poiymeren Schutzschicht (8) bedeckt. Die Erfin- 
dung betrifft aufJerdem Verfahren ?ur Bestimmung von 
Analyten in einer flussigen Probe unter Verwendung der 
erfindungsgemaBen Biosensoren, die Verwendung leicht 
sublimicrender Verbindungen als Elcktronentransferme- 
dialoren eines elektronsichen Sensors zur Uberfuhrung 
von Elektronen von einem Enzym 2u einem elektronenlei- 
tenden Material, sowic die Verwendung der erfindungs- 
gemaBen Bioscnsoicn zur Bestimmung von Analytkon 
2entrationen in Korper- oder Probenflussigkeiten. 
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1 0001] Die vorliegende Erfindung betrifll einen Einweg- 
biosensor umfassend ein Tragermaterial, elektrische Leiter- 
bahnen, ein Elektrodensystem umfassend eine Gegenelek- 5 
trode und eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeits- 
elektrode, eine dieleklrische Isolatorschicht, welche das 
Tragermaterial sowie die elektrischen Leiterbahnen bedeckt 
und Aussparungen fiir die Kontaktierung einer Potentiostat- 
einheit und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie eine 10 
analyterkennende Biokbmponente. Die Erfindung betrifft 
auBerdera Verfabren zur Bestimmung von Analyten in einer 
flussigen Probe unter Verwendung der erfindungsgemaBen 
Einwegbiosensoren,, die Verwendung leicht sublimierender 
Verbindungen als Eleklronentransfermediatoren eines elek- 15 
trochemischen Sensors zur Uberfuhrung von Elektronen 
von einem Enzym zu einem elektronenleitenden Material, 
sowie die Verwendung der erfindungsgemaBen Einwegbio- 
sensoren zur Bestirnmung von Analytkonzentrationen in 
Korper- oder IVobenflussigkeiten. 20 
[0002] Hektrochemisebe Detektionssysteme auf der Basis 
mediarormodifizierter Biosensoren zur spezifischen quant i- 
tativen Bestimmung eines Analyten in einer flussigen Probe 
sind in der Literatur und in vielen Patenten bereits ausfuhr- 
lich bescbrieben worden (zum Beispiel in der EP 0 552 223, 25 
US 5,288,636, US 4,71 1,245). Dabei handelt es sich zu- 
meist urn Biosensoren fur Analyte, die durch Enzyme der 
XIasse der Oxidoreduktasen spezifisch umgesetzt werden 
konnen (Laktat, Cholesterol, Elhanol, WasserstoiTperoxid, 
Hamsaure usw.). Teilweise sind mediatormodifizierte Bio- 30 
sensoren bereits als kommerzielle Produkte erhaltlieh. Das 
bekannteste Beispiel eines sole ben Biosensors ist der Gh> 
koscbiosensor, der in der medizinischen Diagnostik von 
Diabetikem genutzt wird, um Glukosekonzentrationen im 
Vollblut zu bestimmen. Das Detektionsprinzp eines media^ 35 
tormodifizierten Biosensors ist zum Beispiel in der 
EP 0 552 223 fur.einen Glukosebiosensor beschrieben. 
10003] Das in einem Glukosebiosensor verwendeie En- 
zym ist die Glukoseoxidase (GOD). Die GOD besitzl eine 
prosthetische Gruppe in Form eines Flavinadenindinukleo- 40 
tid-Molekuls (FAD) und katalysiert die Reaktion der Glu- 
kose zu Glukonolakton gemaB Gleichung (J): 



- p 

beitselektrode des Biosensors wieder oxidiert und den dabei 
flieBenden Strom quantirlziert: 

(ID) MED rcd o MED 0X + e~ 



(I) Glukose + GOD-FAD ^> Glukonolakton 
+ GOD-FADHz 
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[0004] Gruridsatzlich ist es nun moglich, in einer weiteren 
Redox-Reaktion das reduzierte Enzym (GOD-FADH2) mit 
Sauerstoff (O2) zu GOD-FAD unter Bildung von Wasser- 
stofTperoxid (H2O2) gemaB Gleichung (Ua) zu oxidieren 50 
und anschlieBend durch die Bestimmung der Wassersloft- 
peroxid-Konzenlration miltels einer Platinelektrode die 
Glukosekonzentralion in der Probe direkl zu ermitteln. 



(Ua) GOD-FADH2 + O20 GOD-FAD + H 2 0 2 
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|0005J In den meisten Ausfuhrungen des Glukoscbiosen- 
sors wird jedoch ein elektronenubertragender Mediator ver- 
wendct, um die Glukosemenge in der Probe zu quantifizie- 
ren. Dieser Mediator oxidiert in einem zweiten Reaklions- 60 
schrilt das Enzym, so dass dieses fur die Reaktion (I) wieder 
zur Vcrfugung sieht: 



(lib) GOD-FADH2 + MED ox ^> GOD-FAD + MFD tcJ 

|0006] Die Glukosekonzentralion in der Probe laBt sich 
nun bestimmen, indent man in einer amperomeirischen 
Messnng den leduzierten Mediator (MED red ) an der Ar- 
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[0007] Um diese Reaktion ablaufen zu lassen, benotigt 
man eine Potentiostateinheit, die ein geeigneles MeBpoten- 
tial vorgibt und den flieBenden Strom miBt Der Strom ist 
dabei proportional zur Konzentration der Glukose in der 
Probe. 

[0008] Das Detektionsprinzip eines mediatormodifizier- 
ten Biosensors hat gegeniiber der direkten Quantifizierung 
des Wasserstofrperoxids an einer Platinelektrode den V6r~. 
teil, dass bei einem niedrigen Arbeitspotential (0-350 mV 
vs. Ag/AgCl) gearbeitet werden kann. Dies dient der Ver- 
minderung, im Idealfall sogar der Vermeidung von storen- 
den Interferenzen, die durch die Oxidation von Begleitsub- 
stanzen entstehen konnen (Storsubstanzen im BIul sind bei- 
spielsweise Ascorbinsaure, Hamsaure, oder Paracetamol). 
[0009] Eine weitere Moglichkeil, modifizierte Biosenso- 
ren zu nutzen, besteht darin, Analyte, die sich spezifisch in 
einem enzymmarkierten Assay einbinden lassen, zu quanti- 
fizieren. Dazu wird der Analyt spezifisch an ein auf der 
Oberflache des Sensors immobilisiertes Fangerrnolekul 
(analyterkennende Biokomponente) gebunden. An dtesen 
Komplex aus Fangerrnolekul und Analyt wird wiederum ein 
mit einem Enzym gelabejtes Molekiil gekoppelt. Die Kon- 
zentration des eingebundenen Analyten laBt sich bestim- 
men, indem man die Enzymmenge, die iiber den Assay an 
der Oberflache des Biosensors immobilisierl ist, quantifi- 
zierL Dies erfolgt durch Zugabe einer definierten Konzen- 
tration eines Substrates, welches durch das Enzym umge- 
setzt wird. Der Mediator des Biosensors regeneriert das an 
den Assay gebundene Enzym entsprecbend Gleichung (lib). 
Die Detektionsreaktion ist wiederum die Oxidation bzw. Re- 
duktion des Mediators an der Biosensoroberflache (siehe 
Gleichung ID). Der dabei zu messendc Strom ist proportio- 
nal zur gelabelten Enzymmenge und damit auch proportion 
nal zur im Assay gebundenen Analytmenge. Dieses Sensor- 
prinzip wird beispielsweise in der Immunosensorik oder der 
DNA-Analytik angewendet. 

[0010] Verbindungen, die als Mediatoren in den Biosenso- 
ren eingesetzt werden, sollten sich dadurch auszeichnen, 
dass sie ein niedriges Redoxpotenlial aufweisen, dass sie 
hohe Umsetzungsraten mit dem Enzym erreichen, dass sie 
im reduzierten Zustand nicht leicht lostich sind und dass sie 
slabil und inert gegeniiber andcrcn Begleitsubslanzen sind. 
In der Uteralur und in zahlreichen Patenten sind viele Ver- 
bindungen publiziert, die sich als Mediatoren in Biosenso- 
ren einsetzen lassen. Eine grofie Gruppe von Mediatoren 
stellen metallorganische Verbindungen dar. Beispiele dafur 
sind Ferrocen-Derivate (Brilisches Patent 8132034, 
US 4,711 ,245), Ubergangsmetallkomplexe (US 5,710,011), 
z. B. Kaliumhexacyanoferrat (US 5,645,709), Nickel- oder 
Kobaltbipyridyl sowie Osmium enthahende organische Ver- 
bindungen (US 5,846,702). Diese melallorganischen Me- 
diatoren weisen jedoch den Nachtcil auf, dass sie eine ver- 
gleichsweise geringe Umsetzungsrate aufweisen und dem- 
enlsprechend in hohen Konzenlralionen eingesetzt werden 
mussen. Dies ist ungunstig vor allem fiir die Verwendung 
dieser Mediatoren in Einwegbioscnsoren in Form von Test- 
streifen. Ein weitercr-Nachleil der rnetallorganiscben Me- 
diatoren ist ihre gute Loslichkeit in Wasser. Diese hat zur 
Folge, dass die Mediatoren bei einem Kontakt mil der Pro- 
befliissigkeit relativ leicht aus dem Elekuodenranm hcraus- 
diffundiercn konnen, so dass sich zum einen die Sensilivitat 
des Biosensors aufgrund einer Abrtahmc der Mcdiaiorkon- 
zentration im Dektrodenraum versehlcchlert urul es znm :u»- 
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deren durch den Kontakt der Mediatoren mil Begleitsub- 
stanzen, die vor allera bei der Analyse von Blutproben vor- 
handen sind^ zu storenden Nebenreaktionen kommen kann. 
Vorteilhafter sind daher Verbindungen, die eine geringere 
Loslichkeit aufweisen und auch in geringerem Umfang mit 5 
Begleitsubstanzen wechselwirken. 

[0011] Diese gewiinschten, vorteilhaften Eigenschaften 
werden in der Regel von Molekulen erfullt, die chinoide 
Strukluren ausbilden (Hydrochinon/Benzocbinon, p-Ami- 
nophenol/p-lminochinon) und die daher ebenfalls als Me- 10 
diatoren in Biosensoren eingesetzt werden. Haufig verwen- 
dete. Verbindungen sind auch das Telrathiafulvalen (TTF); . 
Teiracyanoquinodiniethan (TCNQ) oder N-Methyl-Phena- 
zinium (NMP) (US 5,876,952). Viele dieser Verbindungen 
zeichnen sich vor allem aufgrund ihrer photosensorischen 15 
Eigenschaften als gute Elektronendonaioren bzw. -akzepto- 
ren aus und werden daher haufig als Mediatoren in Biosen- 
soren eingesetzt. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang 
beispielsweise N^l^ t ^ ? -tetrakis-(2'hydroxyethyI>r>phe- 
nylendiamin (THEPD) und N,N,W,W-tetrakiscarboxynie- 20 
thyl-pphenylendiamin (TCPD) (US 5,609,749) sowie 1 ,4- 
rHamino-2,3^,6-tetramethylbenzen, 2,5-Diethyl-l ,4-bis(di- 
methylaminobenzen), N-(4-Morphohnophehytoexahydroa- 
zepin), Meldolablau u. a. (WO 9207263). Diese Molekiile 
sind im wesenllichen Derivate des Phenylendiamins (PPD), 25 
das, wie auch das N^KJ^'-Tetrapbenylendiamin (TMPD), 
ebenfalls gute Donator/Akzeptoreigenscbaften aufweist (J. 
Anal. Chem. USSR 45 (1 990)). Im Vergleich zu den metalL 
organischen Mediatoren zeichnen sich die Derivate des 
PPDs zwai durch eine erbohte Umsetzungsrate sowie eine 30 
geringere Loslichkeit aus, der Nachteil dieser leicht subli- 
mierenden Verbindungen besteht jedoch darin, dass sie ei- 
nen verhaltnismaBig hohen Danipfdruck besitzen. Dies fuhrt 
dazu, dass der Mediator, nachdem er auf das Substrat des 
Biosensors aufgetragen wurde, sich im Laufe der Zeit ver- 35 
fluchligt und so die Sensitivitat des Biosensors bei cinerlan- 
geren Lagerung abnimmt. Problematisch ist des Weiteren 
die Talsache, dass die Derivate des PPDs aufgrund einer 
wenn auch im Vergleich zu den metallorganischen Mediato- 
ren geringen Loslichkeit in Wasser bei einem Kontakt mit 40 
der wassrigen Probenfliissigkeit aus dem Elektrodenraum 
herausdiffundieren und folglich durch die Abnahme der Me- 
diatorkonzentrat ion eine geringere Sensitivitat des Biosen- 
sors beobach let wird. 

|0012] Die der vorliegenden Anmeldung zugrunde lie- 45 
gende Aufgabe bestand demnach in der Entwicklung eines 
mediatormodifizierten Biosensors, der tiotz der Verwen- 
dung leicht sublimierender Verbindungen als Mediatoren 
die oben genannten Nachteile eines Sensitivitatsverlustes 
aufgrund einer langeren Lagerung oder als Folge des Kon- 50 
taktes mit der Probenfliissigkeit nicbt aufweist. 
[0013] Die Aufgabe wurde erfindungsgemaB dadurch ge-. 
lost, dass in einem Biosensor der eingangs genannten Art 
das Elektrodensystem mit einer polymeren Schulzschicht 
versehen wurde. Durch diese Schutzschicht la'Bt sich nicht 55 
nur die Sensitivitat des Biosensors steigern, indem die 
Schutzschicht den Mediator, der sich aus der Elektrode lost, 
in Eleklrodcnnahe halt, sondern vor allem auch eine deulli- 
che Verbesserung der Langzeitslabibtilt des Biosensors irotz 
der Verwendung ieichl sublimierender Mediatoren erzielen. 60 
Dies ist vor allem darauf zuruckzufuhren, dass die polymere 
Schutzschicht der Verdampfung des Mediators entgegen- 
wirkL Auch liifit sich durch die Wirkung dieser polymeren 
Schulzschicht als Diffusionsbarriere der lineare MeBbereich 
des Biosensors verlangern. 65 
|0014j Viclc in Publikationen und Patenten vorgeslellte 
Biosensoren sind aus den umerschiedlichsten (jrnnden mit 
polymeren Schichlcn versehen worden. So werden bei- 



spielsweise polymere Membranen verwendet, um die En- 
zyme auf der Sensoroberflache zu immobilisieren 
(EPO 851 244, EP 0 894 869, EP 0 856 586, 
EP 0 909 952). In anderen Anwendungen wird mit Hilfe ei- 
nes Polymers eine sogenannte Reaktionsschichl uber der 
Arbeitselektrode aufgebaut, die sowohl den Mediator als 
auch das Enzym enthalt (Patente der Matsushita Electric 
Ind. Go. LTD, JP, z.B.: US 5,192,415, EP0901018, 
WO 9835225). Polymere Schkhten konnen daxuber hinaus 
dazu dienen, Interferenzen durch Storsubslanzen zu vermei- 
den oder die Sensoroberflache vor. Kpntaminationen zu 
schiitzen (letzteres ist besonders bei Mehrwegbiosensoren 
und der Entwicklung von in vivo Sensoren von groBer Be- 
deutung), Nafionscbichten werden haufig verwendet, um In- 
terferenzen durch anionische Storsubslanzen (z. B. Ascor- 
bat) zu verringern (US 5312,590). Eine Schicht aus Poly- 
acrylamid kann dazu dienen, den EinfluB des Haniatocrit ei- 
ner Blutprobe auf das Sensorsignal zu reduzieren 
(EP 0 769 558). Utztendlich lassen sich polymere Schich- 
ten auch dazu nutzen, eine Passivierungsschicht zu erzeu- 
gen, die unspezifische Bindungen an der Sensorelektrode 
verhindert (DE 198 06 642). Die Verwendung einer poly- 
meren Schutzschicht zur Verhinderung des Verdampfens ei- 
nes leicht sublimierenden Mediators und somit auch zur 
Verbesserung der Langzeitstabilitat von Biosensoren ist hin- 
gegen bisher iri der Literatur noch nicht beschrieben wor- 
den. 

[0015] Die Gegenstand der vorliegenden Erfindung be- 
trifli einen Einwegbiosensor urnfassend ein Tragermatcrial, 
elektrische Leiterbahnen, ein Elektrodensystem umfassend 
eine Gegenelektrode und eine aus einer Reaktionsschichl 
gebildete Arbeitselektrode, eine dielektrische Isolator- 
schicht, welche das Tragermaterial sowie die elektrischen 
Leiterbahnen bedeckt und Aussparungen fur die Kontaktie- 
rung einer Potentiostateinheit und fur das Elektrodensystem 
aufweist, sowie eine analy terkennende Biokomponente. Der 
erfindungsgemaB Einwegbiosensor ist dadurch gekenn- 
zeiebnet, dass die Reaklionschicht einen leicht sublimieren- 
den Mediator enthalt und dass das Elektrodensystem von ei- 
ner polymeren Schulzschicht bedeckt ist. Der erfindungsge- 
maBe Einwegbiosensor wird. in der Form eines Chips herge- 
stellt und in Kombinalion mit einer Potentiostateinheit ange- 
wendeL Er dient zur schnellen Vor-Ort-Quantifizierung von 
Analy tkonzentrationen in Fliissigkeiten. Die nachweisbaren 
Analy te sind Substanzen, die sich spezifisch durch Oxidore- 
duktasen umsetzen oder sich in einem erizymmarkierten 1m- 
muno-. oder Rezeptorassay einbinden lassen. Die Quantifi- 
zierung erfolgt amperomeirisch oder zyklovoltametrisch. 
[0016] Der Aufbau einer der bevorzugten Ausfuhrungs- 
formen des erfindungsgema'Bcn Biosensors isl als Beispiel 
in der Abb. 1 dargestellt Der Biosensor. umfaBt ein Trager- 
material (1), auf dem nacheinander elektrische Leiterbahnen 
(2), eine Isolatorschicht (3), ein Elektrodensystem umfas- 
send eine Gegenelektrode (6) und eine Arbeitselektrode (5), 
sowie eine das Ele k I roden system bedeckende polymere 
Schutzschicht (8) vorzugsweise durch Masken- oder Sieb- 
druck aufgebrachl worden sind, sowie eine analyterken- 
nende Biokomponente. Die Arbeitselektrode (5) wird aus 
einer einen leicht sublimierenden Mediator sowie ein elek- 
tronenleitendes Material enthallenden Reaklionsschicht ge- 
bildet. Die Leiterbahnen dienen dazu, die jcweiligen Elek- 
troden mit den AnschluBpunkten (4), uber die der Biosensor 
mit der Potentiostateinheit kontaktiert wird, zu verbinden. 
Die Isolatorschicht (3) bedeckt die Leiterbahnen und weisl 
Aussparungen tiir die AnschluBpunkte (4) und sowie fur das 
Elektrodensystem auf und dient der Verhinderung von para- 
sitarcn Slromen. In der in dieser Abb. 1 dargesleUteri bevor- 
zugten Ausfuhrnngslorm des erfindungsgemaBen tinweg- 
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biosensors umfaBl das Elektrodensystern neben der Gegen- 
elektrode (6) und der Arbeitseleklrode (5) noch eine Refe- 
ren2eIeklrode (7). Durch die Verwendung dieser Referenze- 
lektrode kann eine deutliche Verbesserung der MeBgenauig- 
keit erzielt werden. 5 

* * 

[0017] Die Leitcrbahnen (2) bestehen aus einer als we- 
sentliche Bestandteile Kohlenstoff-, Silber-, Platin- oder 
Goldpartikel enthalienden Polymerpaste. Die Leiterbahnen 
(2) werden vorzugsweise durch Sieb- oder Maskendruck auf 
das Tragerrnaterial (1) aufgebracht und anschlieBend ausge- 10 
harteL 

[0018] Das zur Herstellung der Einwegbiosensoren ver- 
wendete Tragerrnaterial (1) besieht bevorzugt aus Polycar- 
bonate Polyvinylchlorid (PVQ,. Polyethylenterephtalat 
(PET), Polypropylen, Polyester oder Porystyrol. 15 
[0019) Zur Herstellung der Gegenelektrode (6) und der 
Referenzelektrode (7) wird bevorzugt eine Silberpartikel- 
und Silberchlorid-haltige Leitpaste, der ein leicht Iosliches 
Chloridsalz (z. B. NairiumchJorid oder Kaliumchlorid) zu- 
gesetzt worden ist, verwendeL Die Gegenelektrode (6) und 20 
die Referenzelektrode (7) werden vorzugsweise durch Sieb- 
oder Maskendruck auf das Tragerrnaterial (1) aufgebracht 
und anschlieBend ausgehartet. 

[0020] Die Reaktionschicht, aus der die Arbeitseleklrode 
(5) gebildet worden ist, enlhalt neben dem leicht sublimie- 25 
renden Elektronenlransfennediator ein elektronenleitendes 
Material, welches aus einer als wesentliche Bestandteile 
Kohlenstoff-, Platin-, Palladium-, Rhodium- oder Goldparti- 
kel enlbaltenden, aushartbaren Polymerpaste besieht. Die 
Reaktionsschicht wird vorzugsweise durch Sieb- oder Mas- 30 
kendruck auf das Tragerrnaterial (1) aufgebracht und an- 
schlieBend ausgehartet. 

[0021] Bei den in der vorliegenden Erfindung verwende- 
ten leicht sublimierenden Mediatoren handelt es sich um 
Verbindungen, die einen Dampfdruck von mindestens 1 * 35 
10~ 5 mmHg bei 25°C aufweisen. Die Medialoren besitzen 
vorzugsweise die in der Abb. 2 dargestellte Struktur, in der 
die Reste R 1 , R 2 , R 3 und R 4 gleicb oder verscbieden sein 
konnen und ein YVasseretoffalom, einen Q-Cio-Alkylrest, 
bevorzugt einen C1-C5- Alky best, oder einen Arylresl dar- <«) 
stellen. Bevorzugte Mediatoren sind p-Aminodiphenylamin, 
p-Phenylendiamin oder N,N ,N\N'-Tetramethyl-p- phenyl en- 
diamin. 

[0022] Eine den Mediator stabilisierende hydrophile 
Schutzschicht (8) in Form eines polymeren Hydrogels, die 45 
der Verdampfung des Elektronentransfermediators entge- 
genwirkt und gleichzeitig die Sensili vital des Biosensors er- 
hohl und als Diffusionsbarriere fuDgiert, bedeckt das voll- 
slandige Elektrodensystern. Die vorzugsweise sieb- oder 
maskengedruckte polymere Schutzschicht (8). besieht im 50 
wesenllichen aus einem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon 
(PVP),PoIyelhylcnoxid (PEO), Starke oder Gelatine. 
[0023] Als analyterkennende Biokomponente kann ein 
Enzym, ein DNA-Molekiil, ein Fanger-Anlikorper oder ein 
Rezeptor-Molekul fungieren. Als Enzym wird bevorzugt 55 
eine Oxidorcduklase, eine Dehydrogenase, eine p-Galakto- 
sidase oder eine alkalische Phosphatase verwendeL Beson- 
ders bevorzugte Enzyme sind Glukoseoxidasc (GOD), Lak- 
laloxidase (LOD), Uncase, Ascorbaloxidase, Elhanoloxi- 
dase, Cholesteroloxidase oder Peroxidase (POD). 60 
[0024] In der in der Abb. I dargestclllen bevorzugicn 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Biosensors ist 
des Weiteren iiber dem Elekirodensysiem des Biosensors 
ein Kunslsloffgewehe (9) mil einem einseilig klcbenden 
Tape (10) befesligt. Das einseilig klebende Tape (10) weisl 65 
eine Aussparung auf, in welcbe die flussige Probe gebracht 
werden kann, so dass die Probe iiber das Kunstsloffgewcbe 
(9) die Elekiroden, welche durch die Potenlioslateinhcit mil 
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einer MeBspannung versorgt werden, kontaktiert. Dieses 
Gewebedient jedoch nicht nur der.schnellen und gleichma- 
Bigen Verteilung der Probe iiber deh Elekiroden, sondern 
auch zum dem Scbutz der Biosensoroberflache vor Zersto- 
rung oder Kontami nation, die beispielsweise auftreten kon- 
nen, wenri als Probe Kapillarblut mit dem Finger aufgetra- 
gen wird. Das KunststofTgewebe (9) besteht bevorzugt aus 
einem Polyetbylen-, Polypropylen- oder Polyaniidnetz, 
wahrend das Tape (10) aus einer einseilig klebenden Poly- 
ester-, PVC- oder P^apierklebefolie besteht. 
[0025] Je nach Lokatisation der analyterkennenden Bio- 
komponente und nach Struktur der Reaktionschicht konnen 
grundsalzlich funf verschiedene Ausfuhrungsformen des er- 
findungsgemaBen Biosensors unterschieden werden. 

1. In einer ersten : Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus ei- 
ner einzigen Schicht enthallend die elektronenleitende 
Polymerpaste, den leicht sublimierenden Mediator so- 
me die analyterkennende Biokomponente. 

2. In einer zweiten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus 
einer einzigen Schicht enthaltend die. elektronenlei- 
tende Polymerpaste und den leicht sublimierenden Me- 
diator. In dieser Ausfuhrungsform ist die analyterken- 
nende Biokomponente jedoch in der polymeren 
Schutzschicht (8) lokalisiert. 

3. In einer dritten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten, Wobei die erste Schicht aus. der elek- 
tronenleitenden Polymerpaste sowie dem leicht subli- 
mierenden Mediator gebildet wird und von einer zwei- 
ten, hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt ist, 
die als Trager der analyterkennenden Biokomponente 
fungiert. 

4. In einer vierten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht eben- 
falls aus zwei Schichten, wobei in diesem Fall die erste 
Schicht aus der elektronenleitenden Polymerpaste ge- 
bildet wird und von einer zweiten, hydrophilen poly- 
meren Deckschicht bedeckt ist, die als Triger der ana- 
lyterkennenden Biokomponente und des leicht subli- 
mierenden Mediators fungiert. 

5. In einer funften Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Biosensors besteht die Reaktionsschicht ebenr 
falls aus zwei Schichten, wobei die erste Schicht aus 
der elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird 
und von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deck- 
schicht bedeckt ist, die als 1>ager des leicht sublimie- 
renden Mediators fungiert Die analyterkennende Bio- 
komponente ist in dieser Ausfuhrungsform in der poly- 
meren Schutzschicht (8) lokalisiert. 

[0026] Die analyterkennende Biokomponente kann so- 
woh) direkt oder abcr iiber eine Avidin/Biotin-Wechselwir- 
kung (siebe Abb. 18 und 20) in der Reaktionschicht oder 
aber in der polymeren Schutzschicht (8) immobilisiert scin. 
[0027] Die gegebcnenfalls in der Reaktionschicht enihal- 
lende polymere Deckschicht bestehl im wesenllichen aus ei- 
nem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyeihylen- • 
oxid (PEO), Starke oder Gelatine, welches bevorzugt durch 
Sieb- oder Maskendruck aufgednickt worden ist. 
10028] Die vorliegendc Erfindung bctrilTt auch ein Verfab- 
reo zur Beslimmung von Analylkonzenlralionen in wassri- 
gen I^osungcn unier Verwendung der erfindungsgemaBen 
Einwegbiosensoren. 

1 0029] Bei der Verwendung derjenigeu Ausfuhrungsform 
des Biosensors, bei der die analylerkewicnde Uiokompo- 
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nente ein Enzym, z. B. Glukoseoxidase, Laktatoxidase, Al- 
koholoxidase, Peroxidase oder Uricase ist, wird eine fliis- 
sige Probe zunachst auf das Elektrodensystem des Biosen- 
sors gebrachL Der zu bestimmende Analyt, z. B. Glukose, 
wird dann durch das jeweilige Enzym, wie dies fur den Fall 5 
des Glukose-Nachweises in Gleichung (I) beschrieben ist, 
reduziert Das reduzierte Enzym reduziert dann in einem 
weiteren Reaktionsschritt ehtsprechend der Gleichung (lib) 
den Mediator. l)ber eine Potentiostaleinheit, die ein geeig- 
neles MeBpotential vorgibt, wird dann der Mediator oxidiert io 
und def dabei flieBende Strom, der proportional zur Analyt- 
. konzentration ist, bestimmL 
[0030] Wenn der erfmdungsgemaBe Biosensor als enzym- 
markierter Immunoassay, als DNA-Assay oder als Ligand- 
Assay eingesetzt wird, so wird auch in diesem Fall zunachst 15 
eine flussige Probe auf das Elektrodensystem des Biosen- 
sors gebrachL Das in der Probenflussigkeit enthaltende An- 
tigen, das sequenzspezifische DNA-Molekul oder der Li- 
gand binden dann an die in der Reaktionschicht oder der po- 
lymeren Schutzschicht (8) immobilisierte analyterkennende 20 
Biokomponente (Antikorper, DNA-Sonde oder Rezeptor). 
Anschliefiend wird die Sensoroberflacbe gewaschen und da- 
nach imt einer Losung bedeckt, die ein analylspezifisches 
Enzym-Konjugat enthalt, welches die sequenzspezifische 
DNA, das Antigen oder den Liganden erkennt. Dieses En- 25 
zym-Konjugat bindet an den Analyten (Antikorper, DNA- 
Sonde oder Rezeptor) und die Menge des in der Reaktion- 
schicht oder der polymeren Schutzschicht (8) gebundenem 
Enzym-Konjugates ist proportional zur Analytmenge in der 
zu Beginn aufgetragenen Probenflussigkeit. Nach emeuiem 30 
grundlichen Waschen der Oberflache der Arbeitselektrode 
wird diese mit einer weiteren Losung enthaltend ein Sub- 
strat des Enzym-Konjugaties beschichtet. Das Substrat wird 
vom Enzym umgeselzt und das reduzierte oder oxidierte En- 
zym reagiert dann entsprechend Gleichung JQb) mit dem 35 
Mediator. Uber eine Potentiostateinheit, die ein geeignetes 
MeBpotential vorgibt, wird dann der dabei flieBende Strom 
bestimmt. 

(0031) Die vorliegehde Erfindung betritTt auch die Ver- 
wendung leicht sublimierender Verbindungen mit einem 40 
Dampfdruck von mindestens 1 - 1(T 3 mmHg bei 25°C als 
Elektronentransfermediatoren zur Uberfuhrung von Elek- 
tronen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden Ma- 
terial, wobei sich diese Mediatoren in einer Reaktions- 
schicht befinden, welche durch eine polymere Schutzschicht 45 
(8) bedeckt ist. Die polymere Schutzschicht (8) wirkt der 
Sublimation des Mediators cnlgegen, so dass sich die Lang- 
zeitstabilital des Censors erheblich verlangem iaBt. Bei den 
zur Uberfuhrung von Elektronen von einem Enzym zu ei- 
nem elektronenleitenden Material bevorzugt venvendelen 50 
Mediatoren handelt es sich um leicht sublimierende Verbin- 
dungen mil der Struktur (I), 
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einem Enzym zu einem elektronenleitenden Material ver- 
wendete Mediatoren sind p-Aminodiphenylamin, p-Pheny- 
lendiamin oder N^^^'-Tetramemyl-r>phenyleiKliarnin. 
(0032] Die vorliegende Erfindung betrirTt des weiteren die 
Verwendung des erfindungsgemaBen Einwegbiosensors zur 
Bestimmung von Analytkonzentrationen in Korper- oder 
Probenflussigkeiten. Bei den mit dem erfindungsgemaBen 
Biosensor nachweisharen Analyten bandelt es sich bevor- 
zugt um Glukose, Laktat, Hamsaure, Ascorbat,. Ethanol, 
Cholesterol oder WasserstofTperoxid. Auch sequenzspezifi- 
sche DNA-Fragmente, spezifische Antigene oder auch Li- 
ganden konnen mit besonderen Ausmhrungsformen des er- 
findungsgemaBen Biosensors nachgewiesen werden. Bei 
den Flussigkeiten, die mit dem vorliegenderi Biosensor ana- 
lysiert werden konnen, handelt es sich um waBrige syntheti- 
sche Losungen, Nahrlosungen, oder aber auch um Blut, 
Blutserum, Blutplasma oder um Urin. 

BEISPIELE 

ADgemeine Hinweise zur Charakterisierung der Sensoren 

(0033) Das Redox-Verhalten des im Einwegbiosensor ein- 
gesetzten Mediators IaBt sich anhand von zyklischen Vol- 
tammogrammen in einer gepufferten Losung (PBS, pH 7,4, 
154 mM Cl~) darstellen. Darin auftretende Peaks verdeutli- 
chen die eleklrochemische Oxidierbarkeit bzw. Reduzier- 
barkeit des Mediators. Die Peakpotentiale bestimmen das 
Arbeilspotenlial des Biosensors. Die Peakstrome sind ein 
MaB fiir die oxidierte bzw. reduzierte Stoffmenge. Sinkende 
Peakstrome nach langeren Lagerzeilen der Biosensoren deu- 
ten demnach auf den Verliist oder den Zerfall des Mediators 
hin. 

(0034) Zur Uberprufung der Stabilitat eines Mediators 
werden zyklische Voltammogramme in gepufferten wassri : 
gen Losungen in regelmaBigen Zeitabstandcn mit Jewells 
unbenutzten Biosensoren durchgefuhrt und die erhaltenen 
Peakstrome verglichen. 

f0035) Sowohl zyklische Voltammogramme als auch am- 
perometrische Messungen in analythaltigem Puffer zeigen 
dieFahigkeit des jeweiligen Mediators, das Enzym zu rege- 
nerieren und die Elektronen auf die Elcktrode zu iibertragen. 
Dies auBert sich in beiden Experimentformen in einer Erho- . 
hung der Strome gegenuber Messungen, die in analytfreiem 
Puffer durchgefuhrt werden. Mit flilfe amperometrischer 
Messungen bei verschiedenen Analytkonzentrationen iaBt . 
sich die Sensilivitat der Biosensoren crmitleln. Diese ist de~ 
finiert als der Anstieg des Slromes mit groBer werdender 
Konzentration. Sowohl die mil zunebmendem Sensoralter 
auftretende Anderung der Sensilivitat als auch die Anderung 
der Peakstrome im zyklischen Voltammogramm dienen der . 
Charakterisierung der Langzeitslabilitat. 

A) Biosensoren zur Beslinimung von 
Glukosekonzentralionen in Probenflussigkeiten 
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(0036) Mit dem zuvor beschricbenen Sensoraufbau lassen 
sich unterschiedlich geslaJretc Glukosebiqsensorcn herstel- 
len. Die verschiedenen Modifikalioncn dieser Glukosebio- 
sensoren unterscheiden sich dabei unler anderem in der 
Wahl der Vcrbindung, die als Mediator eingesetzt wird, oder 
aber im Malcrial der polymeren Schutzschicht. Als Enzym 
wird in den aufgefuhrtcn Beispiclen 1-3 Glukoseoxidase 
. ., ( von Aspergillus nigcr) veiwcndet. Die sehiilzendc und sen- 

in der die Reste R , R , R J und R gicich oder verschieden 65 silivilatsslcigcrnde Wirkung der polymeren Schutzschicht 
sein konnen und ein Wasscrstotfatom, einen C r C 10 AlkyI- wird verdeutlichl, indem Mefkrgebnisse von Biosensoren 
rest, bevorzugt einen C r C r AlkylresK oder einen Arylrest mit und ohne Schutzschicht einander gegenuber gcslellt 
darstellen. Bcvorzngte zur Oberfuhnrng von Elekironen von werden. 
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Beispiel 1 



Elektrodenmateri al : Kohlenstoff-Paste 
Mediator. p~Aminodiphenylamin (ADPA) 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 5 
Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidpn (PVP) 
. Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enthallend ein eleklronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
nenle (Glukoseoxidase) to 
[0037] Der Peakstrom (Oxidationsstrom) eines ADPA- 
modifizierten Biosensors ohne Schutzschicht betragt bei 
200 mV (vs. Ag/AgCl) zu Beginn der MeBreihe 216 nA 
(Abb. 3). Durch die signalerhohende Wirkung einer PVP- 
Schutzschicht laBt sich der Peakstrom auf 2000 nA verstar- 15 
ken (Abb. 4). Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne 
Schutzschicht innerhalb von 54 Tagen 55% ihrer oxidierba- 
ren ADRA-Menge verlieren, bleibt diese Menge bei Biosen- 
soren mit PVP-Schutzschicht in diesem Zeitraum konstant. 
|0038] Die zyklische Voltammogramme in gepufferter 20 
Glukoseldsung (c G hiko$e .= 15 mM) zeigen, dass ADPA als 
Mediator geeignet ist. Der Strom im Potentialbereich der 
Oxidation von ADPA steigt durch die Anwesenheit von 
Glukose bei Biosensoren ohne Schutzschicht auf 550 nA, 
bei Biosensoren mit Schutzschicht auf annahernd 6000 nA. 25 
Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne Schutzschicht inner- 
halb von 54 Tagen deutliche Signal verluste aufweisen (Abb. 
5), bleibt der Signalwert derPVP-bedeckten Biosensoren in 
diesem Zeitraum konslanl (Abb. 6). Eine deulliche Verbes- 
serung bewirkt die Verwendung der PVP- Schutzschicht in 30 
den ADPA-Biosensoren auch hinsichtlich der Sensitivitat 
der Sensbren. Anfanglich betragt die Sensitivitat der unge- 
scbutzten ADPA-Biosensoren 204 nA/mM (Abb. 7). Bei 
geschutzten Biosensoren liegt die Sensitivitat anfanglich bei 
325 nA/rnM (Abb. 8). Wahrend die PVP-Schutzschicht da- 35 
fur sorgt, dass diese Sensitivitat von 325 nA/mM auch nach 
54 Tagen erhalten bleibt, sinkt sie bei den ungescbutzten 
Biosensoren innerhalb von 54 Tagen bereits auf 136 nA/mM 
ab. Auffallig ist weiterhin die Verlangerung des linearen 
MeBbereichs des ADPA-Biosensors durch die PVP-Schutz- 40 
schicht. Ohne diese Schutzschicht beobachlet man bei 
4 inM Glukose bereits eintretende Saltigung des Sensorsi- 
gnals, wohingegen bei geschiilzten Biosensoren diese Kon- 
zentration noch im linearen Bereich des Biosensors erfaBt 
wird. 45 



Beispiel 2 

Elektrodenmateri al: KohlenstofT-Paste 
Mediator N^'jvT-Tetramemyl-Phenylendiamin (TMPD) 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 
Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) 
Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enlhaltend ein eleklronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
nente (Glukoseoxidase) 

10039] TMPD-modifizierte Biosensoren ohne Schutz- 
schicht weisen zu Beginn der MeBreihe im zyklischen Vol- 
tainmograxnm in glukosefreiem Puffer bei lOOmV einen 
Oxidationspeak mit einem Peakstrom von 90 nA (vs. Ag/ 
AgCl) auf (Abb. 9). Durch eine PVP- Schutzschicht laBt sich 
dieses Signal auf 850 nA verslarken (Abb. 10). Innerhalb 
von 46 Tagen reduziert sich die oxidierbare TMPD-Menge 
der ungescbutzten Biosensoren urn 57%. Bei TMPD- Bio- 
sensoren mit PVP- Schutzschicht hingegen bleibt der Oxida- 
tionsstrom und damit die oxidieibare JMPD- Menge in die- 
sem Zeitraum nahezu konstant. 

|0040] 1MPD zeigl in den zyklischen Vollanunogrammen 



in gepufferter Glukoseldsung (cgi^^ = 15 mM) die Ver- 
wendbarkeit als Mediator, per Strom im Potentialbereich 
der Oxidation von TMPD liegt anfanglich hei Biosensoren 
ohne Schutzschicht bei 450 n A (Abb. 11), bei Biosensoren 
mil Schutzschicht bei 3500 nA (Abb. 12). Dieser Wert kann 
auch nur bei Biosensoren mit PVP-Schutzschichl nahezu 
konstant gehalten werden; Ohne Schutzschicht sinkl der 
Oxidationsstrpm innerhalb von 46 Tagen bis auf 160 nA ab! 
Die stabilisierende und signalerhohende Wirkung der PVP- 
Schutzschicht wird auch bei der Betrachtung der Sensitivitat 
deutlich. Diese steigt durch die PVP-Schutzschicht von 
60 nA/mM (Abb. 13) auf 341 nA/mM (Abb. 14) an und 
kann uber 46 Tage auf diesem Niveau konstant gehalten 
werden. Wie bereits beim ADPA-Biosensor zu beobachten 
ist, verlangert die PVP-Schutzschicht auch beim TMPD- 
Biosensor den linearen Mefibereich, so dass eine Glukose- 
konzentration von 4 mM noch erfaBt werden kann. 

Beispiel 3 

Elektrodenmateri al: Kohlenstoff-Paste . 
Mediator N^^'JSTTetrameuhyi-Phenylendiarnin (TMPD) 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 
Schutzschicht: Starke 

Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enlhaltend ein eleklronenleitendes Mate- 
rial^ den Mediator und die analyterkennende Biokompo: 
nente (Glukoseoxidase) 

[0041] Ein TMPD-Biosensor laBt sich auch durch eine 
Schutzschicht aus Starke stabilisieren. Die Signalintensitat 
im zyklischen Voltammogramm in gepufferter Glukoseld- 
sung steigt durch diese Schicht auf 175 nA (Abb. 15) an (im 
Vergleich zu 90 nA ohne SchutzschichL, Abb. 9) und bleibt 
uber einen Zeitraum von 46 Tagen nahezu konstant. In einer 
gepufferten Glukoselosung (cciukosc =15 mM) erhalt man 
im Zeitraum von 46 Tagen Oxidationstrome zwischen 470 
und 520 nA (Abb. 1 6) im Vergleich zu 450 nA ohne Schutz- 
schicht (Abb. 1 1). Die signalerhohende Wukung der Starke 
ist sonut nicht so intensiv wie bei PVP, eine Slabilisierung 
laBt sich mit dieser Schutzschicht denDOch erreichen. Dies 
wird auch bei den Sensitivitatsuntersuchungen deutlich 
(Abb. 17). 

B) Biosensoren zur Bestimmung der Konzentrationen von 
sequenzspezifischenDNA-Einzelstranafragmenten 

(Beispiel 4) 

oder von Anligenen in Probenfliissi keiten (Beispiel 5) 



[0042] Mit dem zuvor beschriebenen Sensoraufbau lassen 
50 sich neben Analyten, die durch spezifische Enzyme umge- 
setzl werden, auch DNA-Einzelstrangfragmenie oder aber 
auch Antigene in Proben- oder Korperflussigkeiten quantifi- 



ziercn. 
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Beispiel 4 



Elektrodenmateri al: KohlcnstofT-Paste 
Mediator p-Aminodiphenylamin (ADPA) 
Enzym: Peroxidase 
60 Biokomponcnte: biotinylierte einzelstrangige DNA 
Schutzschicht: Starke 

Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enthallend ein eleklronenleitendes Mate- 
ria], den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
65 nente (DNA-Sonde). 

1 0043 1 Die biotinylierte sequenzspezifische DNA-Sonde 
liegt iiber Avid in in der Reaktionsschicht immobilisiert vor 
(Abb. 18). Die zu beslirmnende Menge an komplemcntarein 
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DNA-Slrang ist mil Digoxigenin markiert. Nach Hybridisie- 
rung dieses komplementiiren DNA-Stranges an den immo- 
bilisierten DNA-Bnzelstiang erfolgt der Nachweis nach 
Zugabe eines Anti-Digoxigenin-Antikorper-Kohjugates 
(Enzym-Konjugat). Die Peroxidase katalysiert die Reduk- 5 
lion von Wassersloffperoxid (Substrat des Enzym-Konjuga- 
tes) zu Wasser, wodurcb die Peroxidase oxidiert wird. Die 
Regeneralion der Peroxidase erfolgt durch den Mediator 
ADPA, der oxidierte Mediator wird anschlieBend an der Ar- 
beitselektrode bei einem Potential von -150 mV (vs. Ag/ 10 
AgCl) wieder reduziert In der Abb. 19 ist eine Kalibrierge- 
rade fiir den Nachweis eines 20mer Oligonukleotids darge- 
stelll. Die Nachweisgrenze liegt bei 80 amol an DNA. 



Beispiel 5 



15 
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Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
Mediator. p-Aminodiphenylamin (ADPA) 
Enzym: Peroxidase 
Biokompbnente: Fanger-Anu'konper 
Schutzschicht: Starke 

Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus eine 
einzelnen Schicht enthaltend ein eiektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
nente (Fanger-Antikorper). 25 
10044] Der Fanger-Antikorper liegt entweder direkt im- 
mobilisiert vor oder wird iiber zuvor immobihsiertes Avidin 
(Abb. 20) auf der Oberflache fixiert. Nach Anbindung des 
Analyten aus der zu untersuchenden Probe an den analyt- 
spezifischen Fanger-Antikorper erfolgt der Nachweis nach 30 
Zugabe eines zweiten analytspezifischen Antikorper-Per- 
oxidase-Konjugates (Enzym-Konjugat). Die Peroxidase ka- 
talysiert die Reduktion von H 2 02 zu H 2 0, wodurch die Per- 
oxidase oxidiert wird. Die Regeneration der Peroxidase er- 
folgt durch den Mediator ADPA; der oxidierte Mediator 35 
wird an der Arbeitselektrode (bei E = -150 mV vs. Ag/ 
AgQ) wieder reduziert. In der Abb. 21 ist am Beispiel des 
Interleukin-4 eine Kalibriergerade dargeslellt. Die Nach- 
weisgrenze liegt bei 200 amol an Interleukin-4. 

40 

Patentanspriiche 

1. Einwegbiosensor umfassend ein Tragerrnaterial (1), 
auf dem elektrische Leiterbahnen (2) sowie ein Elek- 
trodensyslem umfassend eine Gegeneleklrode (6) und 45 
eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeitselek- 
trode (5) aufgebracht sind, eine dielektrische Isolator- 
schicht (3), welche das Tragerrnaterial (1) sowie die 
elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und Aussparun- 
gen fiir die Kontaktierung (4) einer Potentiostateinheit 50 
und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie eine 
analyterkennende Biokomponente, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

die Reaklionsschicht neben einem elektronenleitenden 
Material einen leicht sublimierenden Elektronentrans- 55 
fermedialor enthalt und 

das Etekttodensystem von einer polymeren Schutz- 
schicht (8) bedeckl ist. 

2. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Elektixmenlransfermediator in «) 
der Reaklionsschicht cine Verbindung der Struktur (I) 
ist, 
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(I) 




in der die Reste R\ R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschie- 
den sein konnen und ein Wasserstoffatom, einen Cr 
Cio-AJkylrest, bevorzugt einen C r C 5 -Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

3. Einwegbiosensor gemaB Anspruch I bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Eleklronenlransfermediator 
in der Reaktionsschicht enlweder p-Phenyleiwriamin, 
N^jNT^-Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) 
oder p-Aminodiphenylamin (ADPA) ist. 

4. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Elektrodensystem zusatzlich 
eine Referenzelektrode (7) umfaBt 

5. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Referenzelektrode (7) aus einer 
als wesentliche Bestandteile Silberpartikel, Silberchlo- 
rid und ein leicbt losliches Chloridsalz enthaltenden 
Polymerpaste besleht. 

6; Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Tragerrnaterial (1) aus Poly- 
carbonate Poiyvinylchlorid (PVQ, Polyethylentereph- 
talal (PET), Polypropylen, Polyester oder Polystyrol 
besteht. 

7. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Leiterbahnen (2) aus einer als 
wesentliche Bestandteile Koblenstoff-, Silber-, Platin- 
oder Goldpartikel enthaltenden Polymerpaste beste- 
hen. 

8. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Herstellung der Reaktions- 
schicht eine Polymerpaste als elektronenlcilendes Ma- 
terial verwendet worden ist, die als wesentliche Be- 
standteile Kohlenstoff-, Platin-, Palladium-, Rhodium- 
oder Goldpartikel enthalt. 

9. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Gegeneleklrode (6) aus einer 
als wesentliche Bestandteile Silberpartikel, Silberchlb- 
rid und ein leicht losliches Silbersalz enthaltenden Po- 
lymerpaste besteht. 

10. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die hydrophile, polymere 

. Schutzschicht (8) im wesehtlichen aus einem Hydrogel 
aus Polyvinylpyrrolidbn (PVP), Polycthylenoxid 
(PEO), Starke oder Gelatine besteht. 

11. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass iiber dem Elektrodensy- 
stem ein Kunststoffgewebe (9) lokalisierl ist, welches 
mil einem die polymere Schutzschicht (8) bcdeckenden 
Tape (10) iiber den Elektroden fixiert ist, wobei das 
Tape (10) eine Aussparung zur Aufnahme einer Flus- 
sigkeil aufweist. 

12. Einwegbiosensor gernaB Anspruch 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Kunststoffgewebe (9) aus ei- 
nem PolyethyJen-, Polypropylen- oder Polyanmtnelz 
besteht. 

13. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Tape (10) aus einer cinseilig 
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klebenden Polyester-, PVC- oder Papier klebefolie be- 
steht 

14. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet, dass die analyterkennende Bio- . 
komponente ein Enzym ist. 5 

15. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet dass das Enzym eine Oxidoreduktase, 
eine Dehydrogenase, eine fl-Galaktosidase oder eine 
alkalische Phosphatase ist 

16. Einwegbiosensor. gemaB Anspruch 14 bis 15, da- 10 
durch gekennzeichnet, dass das Enzym entweder Glu- 
koseoxidase (GOD), Laktatoxidase (LOD), Uricase, 
Ascorbatoxidase, Ethanoloxidase, Cholesteroloxidase 
oder Peroxidase (PGD) ist. 

17. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 13, da- 15 
durch gekennzeichnet, dass die analyterkennende Bio- 
komponente ein DNA-Molekul, ein Fanger- Antikorper 
oder ein Rezeptor ist. 

18. Einwegbiosensor gemaB Anspruch I bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschichl aus 20 
einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste, den leicht sublimierenden Media- 
tor sowie die analyterkennende Biokornponente gebil- 
det wird. 

19. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 25 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste und den leicht subbmierenden Me- 
diator gebildet wird und dass die analyterkennende 
Biokornponente in der polymeren Schutzschicht (8) lo- 30 
katisiert ist. 

20. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschichl aus 
zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht eine 
elektronenleitende Polymerpaste sowie einen leicht 35 
sublimierenden Mediator enlhalt und von einer zwei- 
ten, bydrophilen polymeren Deckschicht bedeckl ist, . 
die als Trager der analy ter ken nenden Biokornponente 
fungiert. 

21. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 40 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschichl aus 
zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht aus der 
elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird und 
von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht 
bedeckl ist, die als Trager der analyterkennenden Bio- 45 
komponente und des leicht sublimierenden Mediators 
fungiert. 

22. Einwegbioserisor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht aus der 50 
elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird und 
von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht 
bedeckt ist, die als Trager des leicht sublimierenden 
Mediators fungiert und dass die analyterkennende Bio- 
kornponente in der polymeren Schutzschicht (8) lokali- 55 
siert ist. 

23. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 20 bis 22, da- 
durch gekennzeichnet, dass die hydrophile polymere 
Deckschicht im wesentlichen aus einem Hydrogel aus 
Polyvinylpyrrobdon (PVP), Polyethylenoxid (PHO), «> 
Starke oder Gelatine besteht. 

24. Verfahren zur Bcstimmung eincs Analytcn in einer 
flussigen Probe unter Verwcndung des Biosensors ge- 
maB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
fliissige Probe auf das Eleklrodensystem des Biosen- 65 
sors gebracht wird und anschlieBend iibcr cine Poten- 
tiostateinheil, mil der ein dcriniertcs MeBpotential vor- 
gegeben wird, der zur Analylkonzentration propenio- 
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nale Strom, welcher das MeBsignal des Biosensors dar- 
stellt, bestimmt wird. 

25. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
flussigen Probe unter Verwendung des Biosensors ge- 
maB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
fliissige Probe, welche eine sequenzspezifische DNA, 
ein Antigen oder einen Ligariden enlhalt, auf das Elek- 
trodensystem des Biosensors gebracht wird, danach der 
Sensor mil einer Pufferldsung grundlich gewaschen 
wird, anschlieBend die Eleklroden zimachsl mil einer 
Losung enthaltend ein Enzym-Konjugat, welches die 
sequenzspezifische DNA, das Antigen oder den Ligan- 
den erkennt, und nach emeutem Waschen mil einer Lo- 
sung enthaltend ein Substrat bedeckt werden und 
schlieBlich uber eine Potentiostateinheit, mit der ein 
definiertes MeBpotential vorgegeben wird, der zur 
DNA-Konzentration, zur Antigen-Konzentration oder 
zur Ligand-Konzentration proportionale Strom, wel- 
cher das MeBsignal des Biosensors.darstellt, besUirunt 
wird. 

26. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Elektronentransfermediatoren eines elek- 
trochemischen Sensors zur Uberfuhrung von Elekiro- 
nen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden 
Material, wobei sich die Verbindung in einer sogenann- 
ten Reaktionsschichl befindeL 

27. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Elektronentransfermediatoren gemaB An- 
spruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Verbin- 
dung eine Struktur gemaB der Formel (1) aufweisl, 




in der die Resle R 1 , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschie- 
den sein konnen und ein Wasserstoffatom,: einen Cr 
Cio-Alkylrest, bevorzugt einen C r C 5 -A Iky 1 rest, oder 
einen Arylrest darstcllen. 

28. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Eleknonenlransfermediatoren gemaB An- 
spruch 26 und 27, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei der Verbindung urn p-Phenylendiamin, NJhtN 1 ,!^- 
Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) oder p-Ami- 
nodipbenylamin (ADPA) handell. 

29. Verwendung eines Einwegbiosensors gemaB 1 bis 
23 zur Bestimmung von Analylkonzentration in einer 
synthelischen Losung, in einer Nahrlosung oder in ei- 
ner Korperftussigkcil wie etwa Blul, Blutplasma, Blut- 
serum oder Urin. 

30. Verwendung eines Einwegbiosensors gemaB An- 
spruch 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, das der Ana- 
ly I Glukose, Laklal, Hamsaure, Ascorbat, Ethandl, 
Cholesterol oder Wasserstoffperoxid ist. 

Hicrzu 1 1 Seite(n) Zeichnnngen 
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Abbildung 3: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; c^q-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 8. Tag ; c: 17. Tag ; d: 54. Tag 
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Abbildung 4: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PW-Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; c^a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbfldimg 5: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4; C(Giukc«): 15 mM, c^^: 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbiidung 6: CV der ADPA-modifizieiten Glukosebiosensoren mit PW-Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(PH 7.4 ; qciukosr): 35 mM, c^r 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 7; Sensitivitat von ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht 

in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildimg 8: Sensitivitat von ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP- 

Schutzschicht in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 9: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoien ohne Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedbchen Tagen, in glukosefreiem PBS-PuJEfer, 
(pH 7.4 ; C(cr) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 10:CV der TMPD-modifizierten Glukosebidsensoien mit PVP-Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; qo-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: L Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 11: CV der TMPI>modifizierten Glukosebiosensoren ohrie Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedUchen Tagen, in gepufferter Glukoselosting, 
(pH7.4 1 5 mM, qcr): 154 mM), v = 50 mV/s 

a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 12:CV der TMPD-modifizierien Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicbt, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Ghikoseldsung, 
(pH 7.4 ; qcjukose)* 15 mM, c^q-): 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 13:Scnsitivitat von TMPD-modiJSzierten Glukosebiosensoien ohne Schutzschicht 

» ■ • * ■ 

in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 14:Sensitivitat von TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP- 

Schutzschicht in Abh&ngigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 15: CV der TMPD-modifizierten Gluiosebiosensoien mit Starke-Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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AbbiJching 16:CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit Starke-Schutzschicht, 

gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter GJukoselosung, 
(pH 7.4 ; C(Ghio«>- 15 mM, c^): 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1 . Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 17:Sensitivitat von TMPD-modiBzierten Glukosebiosensoien mit Staike- 

Scbutzschicht in Abhangigkeit des Sensoraltcrs 




Abbildung 18: Immobilisierung der einzelstrangjgen DNA als analytexkennendes Element 

uber Avidin auf der Arbeitselektrode 
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Abbildung 19: Kalibriergerade ernes 20mer Oligonukleotids 




AbbOdung 20: Immobilisierung des Fanger-Antikorpers als analyterkennendes Element fiber 

Avidin auf der Arbeitselektrode 
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Abbildung21: Kalibriergerade von Interleukin-4 



101 640/114 



